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摘要 :目的 研究 急性 髓 系 白血病 (AML) 患 者 CDX2 与 B-catenin 基因 表达 的 相关 性 。 方法 实时 定量 
AML .30 例 非 恶性 血液 病 患者 (对 照 JCDX2 及 B-catenin mRNA 表达 ,Western blot 检 测 其 中 的 26 例 AML、8 例 非 恶 性 血液 病 患 


PCR 方 法 检测 92 例 初诊 


者 CDX2、B-catenin 蛋白 表达 。 结 果 AML 组 CDX2 mRNA 和 和 蛋白 表达 阳性 率 分 别 为 84.78% 和 76.92% ,对照 组 未 检测 到 表达 


(P<0.01) 
时 白细胞 数 .LDH 水 平 呈 


;B-catenin mRNA 和 和 蛋白 在 两 组 均 表 达 , 但 AML 组 显著 高 于 对 照 组 (P<0.01)。CDX2、B-catenin mRNA 表达 均 与 初诊 
正 相 关 (P<0.01)。AML 患者 获得 完全 缓解 时 ,CDX2 mRNA 转 阴 、B-catenin mRNA 表达 显著 下 降 , 复 
发 时 两 者 均 增 高 。AML 患者 CDX2 -catenin 无论 在 mRNA 和 和 蛋白 水 平 表达 均 呈 显著 正 相 关 (P<0.01)。 


结论 AML 患者 存 


在 CDX2 基 因 过 表达 及 WantyB-catenin 信 号 通路 激活 ,上 且 CDX2 与 B-catenin 表 达 呈 显著 正 相 关 。 
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Expressions of CDX2 and B-catenin and their correlation in acute myeloid leukemia 
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Abstract: Objective To investigate the expressions of CDX2 and f-catenin and their correlation in acute myeloid leukemia 
(AML). Methods Real-time PCR was used to examine the expressions of CDX2 and f-catenin mRNA in 92 de novo AML and 
30 non-malignant patients (control), and Western blot was employed to detect CDX2 and f-catenin protein expressions in 26 
de novo AML and 8 non-malignant patients. Results The positivity rates of CDX2 mRNA and protein expressions in AML 
group were 84.78% and 76.9276, respectively, but no CDX2 mRNA or protein expression were detected in control group (P< 
0.01). The expressions of f-catenin mRNA and protein were detected in all the patients in both groups but its expressions in 
AML group were significantly higher (P«0.01). The expressions of CDX2 and f-catenin mRNA were significantly correlated 
with WBC counts and LDH levels (P«0.01). The expression of CDX2 mRNA was not detected and the expression of B-catenin 
mRNA was decreased to normal level in AML patients with complete remission, while the expressions of CDX2 and f-catenin 
mRNA were increased again in those with disease relapse. There were significantly positive correlations between CDX2 and 
p-catenin expressions at both mRNA and protein levels (P«0.01). Conclusion Up-regulation of CDX2 gene and activation of 
Wnt/B-catenin pathway co-exist in AML patients and the expressions of CDX2 and f-catenin are positively correlated. 
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CDX2 基 因 (cadual type homeobox gene-2, 尾 型 同 
源 盒 -2) 属 于 同 源 盒 基因 (HOX) 家 族 中 的 一 员 ,是 发 育 
相关 基因 ,其 表达 失调 与 结 直肠 癌 、 急 性 白血病 发 病 关 
系 密切 ,在 急性 白血病 中 CDX2 的 主要 作用 是 促进 细 
胞 增殖 增强 克隆 形成 能 力 "。Wnt/B-catenin 信 号 通 
路 是 一 条 在 进化 中 较为 保守 的 通路 ,参与 是 胎 发 育 调 
节 , 其 异常 激活 SERRARA, 如 结 直 上 肠 癌 、 白 血 
病 等 ,该 信号 通路 在 急性 白血病 中 也 具有 促进 细胞 增 
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JR TERI", CDX23EDSURII Wnt/-catenin fi 538 ETE 

急性 — 的 功能 有 相似 之 处 ,两 者 是 否 有 协同 作 

HH? B-catenin 是 Wnt/B-catenin We ek 
其 表达 增高 可 反映 该 通路 的 激活 ,为 研究 急性 髓 系 白 血 

病 (AML)CDX2 表 达 上 调 与 Wnt/B-catenin o 

活 的 相关 性 ,本文 对 CDX2 和 B-catenin 基因 从 表达 水 

P .临床 意义 与 疗效 关系 及 不 同 病 程 表 达 变 化 几 个 方 

了 了 分 析 。 


1 材料 与 方法 
1.1 病例 资料 

收集 我 科 2011 年 12 月 ~2013 年 12 月 期 间 诊治 的 
初 发 AML 患者 骨髓 标本 92 例 ,诊断 符合 张 之 南 主编 的 
《血液 病 诊断 及 疗效 标准 》。 其 中 男性 54 例 女性 38 例 ， 
中 位 年 龄 48 岁 (9~87 岁 )。 按 照 FAB 分 型 :M1 型 1 例 、 
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MO 7! 20 ff] M3 78 9 ffi] . M4 768 25 ffi] M5 A! 22 ffi] | MG 7t 
3 例 .AML 未 定型 12 例 。 诱 导 治 疗 非 M3 患 者 采用 标准 
剂量 DA( 和 柔 红 霉 素 + 阿 糖 胞 苷 ) DAE( 和 柔 红 霉 素 + 阿 糖 
胞 苷 + 依托 泊 苷 ) .CAG( 吡 柔 比 星 + 阿 糖 胞 昔 ) IA( 去 甲 
氧 柔 红 霉 素 + 阿 糖 胞 苷 ) 方 案 ;M3 患者 予以 全 反 式 维 甲 
酸 联合 DA 方案 化 疗 。 对 照 组 30 例 为 同期 诊治 的 非 恶 
性 血液 病 患者 (增生 性 贫血 21 例 , 特 发 性 血小板 减少 性 
紫 玫 9 例 ), 其 中 男性 16 例 女性 14 例 ,中 位 年 龄 42 岁 
(15-822), 
1.2 主要 试剂 和 仪器 

TRIzol 3 f 3€ i38] £x  SYBR Premix Ex Taq'""II 
试剂 盒 均 购 自 TaKaRa 公 司 , 免 抗 人 CDX2 抗 体 购 自 美 
Abcam 公 司 (ab76541) HTA B-catenin HURIA H 3 
Proteintech 公司 (851067-2-AP) , fit A GAPDH jit 
体 购 自 Proteintech 公 司 (#10494-1-AP),BCA 和 蛋白 定量 
及 ECL CIAR] SW EL Rz n] ,化 学 发 光 成 像 系 
统 为 美国 Proteinsimple 公 司 。 
1.3 方法 
1.3.1 骨 几 单个 核 细胞 分 离 取 抗 凝 骨髓 液 2~5 ml, 淋 
巴 细 胞 分 离 液 分 离 单 个 核 细胞 ,加 TRIzol 或 蛋白 裂解 
液 提取 RNA 或 蛋白 。 
1.3.2 实时 定量 PCR 1x10" 细 胞 加 1 ml TRIzol 吹 打 混 
匀 提 取 总 RNA, 紫 外 分 光 光 度 计 检测 RNA 质量 和 浓 
BE ,按照 逆转 录 酶 试剂 盒 说 明 书 中 的 步 台 逆 转录 
cDNA, PCR 引物 设计 好 后 由 广州 Invitrogen 公司 合 
成 ,CDX2 上 游 :5-TTCACTACAGTCGCTACATCA 
CC-3', 下 游 :5-GCTGCAACTTCTTCTTGTTGATT-3,，, 
扩 增 片段 141 bp;B-catenin 上 游 :5-TGCAGTTCGCC 
TTCACTATG-3', 下 游 :5-ACAGTCGTGGAATGGCA 
CC-3', 扩 增 片 段 162 bp; 内 参 基 因 GAPDH 上 游 : 
5-GTCAGTGGTGGACCTGACCT3' 下 游 : 5-TGA 
GCTTGACAAAGTGGTCG-3', 扩 增 片 段 212 bp;。 按 
SYBR^Premix Ex Taq™ MIARA WH BFT PCR 反 
应 ,总 体系 10 ul, HEF SYBR Premix Ex Taq II(2x)5 ul, 
上 下 游 引 物 (10 umoVyL) 各 0.4 ul,cDNA 1 局 , 灭 菌 蒸馏 
水 3.2 由。PCR 扩 增 条 件 :95 % 预 变性 30 s,95 © 5 s, 
60 C 30 s, 共 4 个 循环 。 计算 2*" 值 作为 各 标本 
mRNA 相对 表达 量 ,-ACT=( 目 的 基因 CT 值 -内 参 基因 
CT 值 )。 
1.3.3 Western blot 取 1x107 细 胞 ,PBS 洗 涤 后 悬浮 于 
RIPA 裂解 液 冰 上 和 裂解 30 min,10 000 rmin 离 心 10 min 
后 取 上 清 ,BCA 法 测定 蛋白 浓度 。 取 50~70 pg 总 蛋白 
进行 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电泳 , 电 转 至 PYDF 膜 。5% 脱 脂 
奶 封 闭 90 min, 加 入 抗 CDX2(1:500 稀 释 ) 、B-catenin 
(1:1000 稀 释 ) .GAPDH(1:1000 稀 释 ) 一 抗 4 孵育 过 
夜 ,TBST 洗 涤 后 室温 孵育 二 抗 2 h,TBST 再 次 洗涤 后 
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ECL 法 显 色 。 和 蛋白 相对 表达 量 = 灰 度 值 ( 母 的 蛋白 )/ 灰 
度 值 (内 参 和 蛋白 )。 
1.4 统计 学 处 理 

采用 SPSS17.0 软 件 进行 统计 学 分 析 。 样 本 不 符合 
正 态 分 布 ,组 间 比 较 用 Mann-Whitney U 检 验 ,AML 各 
亚 型 整体 比较 用 Kruskal-Wallis HH 检验, 相关 性 分 析 用 
Spearman 相关 ,高 表达 与 低 表 达 组 间 完 全 缓解 率 比 较 
Hoc ns ,初诊 与 治疗 后 的 比较 用 配对 的 非 参数 分 析 。 
P<0.05 认 为 有 统计 学 差异 。 


2 结果 
2.1 RNA 质量 及 方法 可 靠 性 分 析 

所 提 RNA 经 分 光 光 度 计 检 测 , Asooww/Azsom 值 均 在 
1.8~2.0 之 间 , 纯 度 好 ,可 用 于 定量 PCR 检测 。 熔 解 曲线 
分 析 显 示 , 各 基因 PCR 扩 增 产物 炊 解 温度 均一 , 熔 解 峰 
为 锐利 的 单一 峰 , 说 明 扩 增产 物 均 一 ,无 非特 异 扩 增 及 
引物 二 聚 体 。 
2.2 CDX2、B-catenin 基 因 在 AML 中 的 表达 

定量 PCR 法 检测 92 例 初 发 AML 和 30 例 非 恶 性 血 
液 病 患者 (对 照 )CDX2 和 B-catenin 表 达 ,CDX2 mRNA 
在 AML 组 的 阳性 率 为 84.78% ,对照 组 无 1 例 者 表达 
(2Z=-7.125,P=0.000)。B-catenin mRNA 在 两 组 均 有 表 
达 , 但 AML 组 显著 高 于 对 照 组 (2Z=-6.222, P=0.001)。 
CDX2 和 B-catenin mRNA 表达 水 平 在 AML 各 亚 型 间 
(除外 M1) 均 无 统计 学 差异 (P<0.05, 表 1)。 

收集 到 初 发 ANML 患 者 蛋白 标本 26 例 , 非 恶 性 血液 
病 患者 8 例 。Western blot 检 测 显 示 ,AML 组 有 20 例 标 
本 可 检测 到 CDX2 和 蛋白 表达 ,阳性 率 为 76.92% ,对照 组 
未 检测 到 CDX2 和 蛋白 表达 (2Z=-4.103, P-0.001) 。 
B-catenin 蛋白 在 两 组 均 有 表达 ,AML 组 显著 于 对 照 组 
(2Z=-3.662,P=0.001, 表 2、 图 1)。B-catenin .CDX2 在 重 
白水 平 的 表达 趋势 基本 与 mRNA 水 平一 致 。 
2.3 CDX2 B-catenin mRNA 表达 与 AML 患者 临床 特 
征 的 关系 

CDX2 mRNA 表达 与 AML 临床 特征 的 关系 基本 
5jp-catenin 一 致 ,两 者 均 与 AML 患者 性 别 .年 龄 .骨髓 
幼稚 细胞 比例 无 显著 性 相关 ,与 初诊 时 白细胞 数 LDH 
水 平 呈 显著 正 相 关 ( 表 3)。 这 说 明 CDX2、B-catenin 
mRNA 表达 水 平 能 反映 白血病 肿瘤 负 和 蓓 情况 ,肿瘤 负 共 
越 高 ,CDX2 .b-catenin mRNA 表达 水 平 越 高 。 
2.4 CDX2 和 B-catenin mRNA 表达 与 AML 患者 疗效 的 
关系 及 病程 中 动态 观察 

可 评估 疗效 的 AML 患者 54 例 ,CDX2 mRNA 表达 
阳性 45 例 ,阴性 9 例 。45 例 阳性 表达 患者 中 首 疗 程 完全 
Rf (complete remission, CR)31 例 ,CR 率 为 68.89%;9 
例 阴 性 表达 患者 首 疗程 CR 7 例 ,CR 率 为 77.78% ,两 组 


201712.01062v1 


chinaXiv 


: 730 - J South Med Univ, 2015, 35(5): 728-732 


ChinaXiv& f'ERBTII 


http://www.j-smu.com 


表 1 CDX2 和 B-catenin mRNA 在 AML 组 和 对 照 组 中 的 表达 
Tab.1 Expressions of CDX2 and B-catenin mRNA in AML and control groups 


Median (range) 


Group ý CDX2 (x10°) B-catenin (x107) 

Control 30 84.92(23.39-238.48) 

AML 92 50.34 (0-2475.49)* 248.63(64.34-2348.80)* 
MI 1 256.62 987.55 
M2 20 44.49(0-601.95) 191.79(91.63-980.73) 
M3 9 93.93(0-237.78) 147.82(98.89-529.22) 
M4 25 59.86(0-1138.97) 389.29(79.22-1538.93) 
M5 22 60.03(0-2475.49) 249.65(66.16-2348.81) 
M6 3 4.67(0-18.05) 115.18(94.20-156.25) 


No-known type 12 


*P«0.01 vs control group. 


52 CDX2 和 B-catenin 蛋 白 在 AML 组 和 对 照 组 中 的 表达 
Tab.2 Expressions of CDX2 and f-catenin protein in AML and 
control groups 


Median (range) 


Group n 


CDX2 B-catenin 
AML 26 0.37(0-0.67)* 0.74(0.31-1.18)* 
Control 8 0 0.31(0.19-0.37) 


*P«0.01 vs control group. 


P1 CI C2 C3 P2 P3 


WW WE b-catenin (92 000) 


—— we CDX2 (40 000) 


图 1 Western blotting 检测 AML 组 与 对 照 组 CDX2、 
B-catenin 蛋白 表达 

Fig.1 Expressions of CDX2 and f-catenin protein in AML 
(P) and control (C) groups detected by Western blotting. 


比较 差异 无 统计 学 意义 (X=0.284,P=0.594)。 
配对 分 析 同 一 AML 患者 初诊 时 和 首 疗 程 治疗 后 
CDX2 和 B-catenin mRNA 表达 变化 , 共 收 集 到 符合 标准 
的 AML 患 者 39 例 , 首 疗 程 达 CR 23 例 ,未 达 CR 16 例 
(PR 7 ff] .NR 9 例 )。 患 者 获 CR 时 CDX2 mRNA 下 降 
至 检测 不 到 ,B-catenin mRNA 表达 下 降 至 与 对 照 组 水 
平 无 显著 差异 (Z=-1.828,P=0.068) , 而 未 获 CR ®© 
CDX2 和 B-catenin mRNA 表达 水 平 介 于 初诊 和 CR 时 
之 间 ( 表 4)。 

跟踪 5 例 首 疗程 未 达 CR 患者 (初诊 时 CDX2 均 阳 


21.57(0-601.95) 


207.93(64.34-1582.20) 


VE) ,第 二 疗程 均 达 CR, 此 时 CDX2 mRNA 表达 转 阴 ， 
B-catenin mRNA 表达 下 降 至 与 对 照 组 水 平 接近 。 收 集 
到 复发 标本 2 例 ,这 2 例 患 者 初诊 时 CDX2 均 阳性 ,CR 
时 CDX2 mRNA 表达 转 阴 ,B-catenin mRNA 表达 显著 
下 降 ,分 别 于 诊断 7.10 个 月 后 复发 ,复发 时 CDX2 
mRNA 由 阴 转 阳 ,B-catenin mRNA 表达 显 车 升 高 。 
2.5 AML 中 CDX2 与 B-catenin 表 达 的 相关 性 分 析 
Spearman 相关 分 析 显 示 ,无 论 在 mRNA 水 平 还 是 
蛋白 水 乎 ,CDX2 与 B-catenin 表 达 均 呈 显 著 正 相关 (一 
0.793,P=0.001;r=0.804,P=0.001)。 


3 讨论 

CDX2 基因 属于 尾 型 同 源 框 基因 家 族 中 的 一 员 , 是 
一 种 转录 因子 ,参与 豚 胎 发 育 .造血 调控 等 。CDX2 最 
初 在 豚 胎 的 3 个 豚 层 均 广 谤 表达 ,以 后 逐渐 集中 在 内 豚 
层 表 达 , 从 新 生 儿 早期 开始 至 整个 成 年 期 基本 只 表达 于 
小 肠 和 结肠 ,调控 肠 道 组 织 发 育 ""“。CDX2 基 因 表 达 下 
调 与 肠 道 肿瘤 密切 相关 ,被 认为 是 肠 道 肿瘤 的 抑 癌 基 
下 。 近 年 来 的 研究 发 现 ,急性 白血病 患者 可 检测 到 
CDX2 的 异常 表达 ,CDX2 具 有 促进 细胞 增殖 和 克隆 
成 的 作用 ,并 可 直接 诱发 小 鼠 AML"*“”。 由 此 可 见 ， 
CDX2 基因 在 不 同 细胞 背景 下 功能 不 同 "*” ,其 在 肠 道 
肿瘤 发 病 中 起 的 是 抑 癌 基因 作用 ,而 在 AML 发 病 中 起 
的 是 原 癌 基因 作用 。Wnt/B-catenin 通 路 是 体内 重要 的 

言 号 转 导 通路 ,其 异常 激活 与 白血病 发 病 相 关 。 

为 研究 CDX2 表 达 上 调 与 Wnt/B-catenin 信 号 通路 
异 篆 激活 的 相关 性 ,本文 分 析 了 AML 患者 CDX2 和 
B-catenin 基因 的 表达 ,临床 意义 .与 疗效 的 关系 ,并 观察 
了 两 基因 在 AML 不同 病程 的 表达 变化 。 结 果 显 示 ， 
84.78% 的 AML 患 者 表达 CDX2 mRNA ,而 非 恶性 血液 
病 对 照 无 1 例 表达 ,与 歼 国 伟 等 “报道 的 基本 一 致 ;同时 
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表 3 CDXO2.f-catenin mRNA 表达 与 AML 临床 特征 的 关系 
Tab.3 Correlations of CDX2 and B-catenin mRNA expressions with clinical characteristics in AML patients 
CDX2 p-catenin 
Clinical parameter Median(range) 
r P r P 

Age 48 (9-87) 0.090 0.392 -0.079 0.471 
WBC count (x10"/L) 36 (1.3-401) 0.641 0.001 0.576 0.001 
Platelet (x10"/L) 38 (7-228) 0.118 0.514 -0.159 0.378 
Hemoglobin (g/L) 67 (26-145) 0.225 0.152 0.338 0.055 
LDH (U/L) 443.7 (117-3137.9) 0.563 0.001 0.367 0.001 
Blasts in BM (96) 63.25 (20-96.5) 0.185 0.077 0.171 0.102 


表 4 初诊 、 首 疗程 治疗 后 及 对 照 组 CDX2、B-catenin mRNA 表达 水 平 比较 


Tab.4 Comparison of CDX2 and B-catenin mRNA expressions among new diagnosis, after first chemotherapy and control groups 


Median (range) 


Group n 
CDX2 (x10?) B-catenin (x10) 
CR New diagnosis 23 16.72 (0.00-2475.49) 128.69 (79.26-2348.81) 
After first chemotherapy 23 0* 87.89 (16.09-193.70) ** 
No CR New diagnosis 16 53.87 (0.00-1138.97) 330.55 (91.63-1538.93) 
After first chemotherapy 16 25.98 (0.00-141.39) 187.76 (71.89-551.69) 
Control 30 0 84.92 (23.39-238.48) 


* P«0.01 vs new diagnosis at the same group; *P>0.05 vs control group. 


AML 患者 有 B-catenin 的 过 度 表 达 , 且 CDX2 与 
B-catenin 无 论 在 mRNA 还 是 蛋白 表达 水 平均 呈 显 著 正 
相关 。 在 临床 意义 方面 ,CDX2 与 B-catenin 基本 相同 ， 
两 者 均 与 反映 肿瘤 负荷 的 指标 如 初诊 时 白细胞 数 LDH 
水 平 呈 正 相 关 , 而 与 性 别 \ 年 龄 .骨髓 幼稚 细胞 比例 无 显 
著 性 相关 。 在 基因 表达 与 AML 疗效 方面 ,CDX2 基因 
表达 阳性 与 否 对 首 疗 程 CR 率 无 显著 影响 。CDX2 与 
B-catenin 表 达 的 动态 变化 均 可 反映 疾病 进程 , 当 患 者 获 
得 CR 时 ,CDX2 表 达 转 阴 、B-catenin 下 降 至 正常 水 平 ， 
复发 时 CDX2、B-catenin 表达 再 次 增高 。CDX2 与 
-catenin 基因 在 AML 中 的 临床 意义 .不同 病程 表达 变 
化 基本 一 致 ,这 也 从 男 一 个 方面 反映 了 CDX2 与 
B-catenin 之 间 存 在 相关 性 。 两 者 之 间 究 竟 是 怎样 一 种 
联系 呢 ? 查阅 文献 发 现 , 在 爪 蟾 有 凸 胎 和 结肠 腺 瘤 细 胞 ， 
Wnt/B-catenin 信和 号 通路 调控 CDX2 表 达 "50,AML 细胞 
中 CDX2 基因 表达 上 调 是 否 是 由 WantyB-catenin 3E w 0A 
活 引 起 的 是 我 们 下 一 步 要 研究 的 重点 。 

另外 , 绝 大 部 分 AML 患者 表达 CDX2 基因 ,日 
CDX2 表达 在 各 亚 型 间 无 显著 差异 ,提示 CDX2 基 因 有 
可 能 成 为 广 谱 的 白血病 标志 物 。 正 常人 和 非 恶性 血液 
病 患者 不 表达 CDX2 基因 ,CDX2 基 因 仅 在 白血病 细胞 
表达 , 且 其 表达 水 平 与 肿瘤 负荷 密切 相关 ,并 随 疾病 病 


程 呈 动 态 变化 ,提示 CDX2 基 因 有 可 能 成 为 监测 白血病 
微小 残留 的 指标 之 一 ,但 尚 需 扩大 标本 量 、 定 期 检测 
CDX2 表 达 ( 如 每 隔 3 个 月 )、 延 长 跟踪 时 间 进 一 步 观 察 。 
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